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酶 人 .引起 小 白鼠 骨骼 肌 损 伤 
的 超 微 结 构 研 究 
WEG EAE 


Ch BUR E Be KL ET EHE 


Hie Mae (Naja naja atra) 的 三 个 单一 组 份 : CMBR], CKWK ERWBBA, (EWACTI, 
CIIRPRAD, MAMAMA: CTI-PhA;SICTI-PhA;, SHER ADARERDRER WMA, 
RRATKRAARARAPAD ARAB, x ERU SEE DARA RE RRR 
AFE: MAR, KAMARA: ARRNERAPRRBRRH DR, MDERAAA RK 
MICE AARP ROS MANWE: NPR AM RAARRRRE HH, 整个 肌纤维 变 成 一 种 
re Me Hp HE PH LR A IL oS EH 
BRB, CTI-PhA;mCT [-PhAzx WB 6 rc ELA HUI ILE MPEP RE, 


sO CES” BERNA. HED 坏死 必用 超 微 结构 

眼镜 蛇 咬 伤 往往 引起 肌肉 和 皮下 组 织 坏死 ， 严 重 的 坏 玩 危及 生命 。 有 关 的 临 来 和 动 
物 实验 研究 已 有 许多 报道 (Reid, 1964, 1968; Kuo & Wu, 1972; Fukuyama & Sawai, 
1972, Fukami & Hatteri, 1982, Homma & Tu, 1971; us RARIRI EB, 1973; 
福山 民 夫 等 ，1974) 。 在 眼镜 蛇毒 中 除 心 赃 毒素 和 磷脂 酶 A 外 ， 还 未 见 有 其 他 能 引起 组 
织 坏死 的 毒素 ， 且 蛋白 水 解 酶 活力 也 极 休 (云南 动物 研究 所 四 室 ，1976; Oshima 等 ， 
1969) 。 本 文 报道 了 我 们 把 从 中 华 眼镜 蛇 (Naja naja ofra》 毒 中 分 离 纯化 的 两 个 d 
week (CT ICT IO 及 磷脂 酶 A。(PhA:) EADARRA RIL, 用 电子 显微镜 观察 
骨骼 肌 受 损伤 时 出 现 的 超 微 结构 变化 。 i 


材料 和 方法 


pth], Epon 812 为 SERVA 公 司 产 品 。DPDSA (dodecenylsuccinic anhydride) 为 日 
本 和 光 纯 药 工 业 株 式 会 社 产 品 。DMP 30 (2,4,6 ,-tridimethylamino methylphenol) 
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3j Fluka 4% :] P" Ej, O50, (99.6%) 为 Johnson Mattey 公司 产 品 。MNA (methyl 
nadic anhydride) %Carl Roth GKA AR, ROR (5% KBR) WE. Merck] p 
品 。 其 他 为 国产 AR 级 试剂 。 

CTIT、CTI 和 PhA,， CT 了 I 和 CT 从 中 华 眼镜 蛇毒 中 分 离 提 纯 ( 孙 欣 等 ，1981)， 
PhA, 也 是 用 中 华 腿 镜 蛇 毒 经 CM- 纤 维 素 CM32 柱 层 析 分 离 。Saphedez G-75% Erst iiti 
在 DEAE-Sephadex A-50 柱 再 层 析 制 得 。 以 上 三 个 纯化 组 份 经 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 旋 、 
免疫 电泳 分 析 ， 均 为 单一 组 份 。 提 纯 的 PhA ,为 酸性 PhA:， 用 滴定 法 CROX Mi M pk 
W, 1981) Wek PIA ERO CM) ， 比 活力 为 每 分 钟 每 毫克 酶 县 
kzou 好 游离 脂肪 酸 。 该 酶 小 白 芯 腹腔 注射 的 LDe 为 me/kefk E, 

方法 ， 用 生理 盐水 配制 CT I. CTI, RPhA ZHR HARA (浓度 分 别 为 
1 mg/ml), — Bes. CT [-PhA, (浓度 为 各 0,5mg/ml) AICTE-PhA, CR 
度 为 各 0,5mg/ml) 。 以 上 五 种 溶液 分 别 注射 到 4 ARR AREER aT 肌 内 ， 
每 只 注射 60k1〈 体 重 20 一 21g ) 。 另 取 4 只 小 白 妇 (体重 20 一 21E ) 注 射 60k1 生 理 盐 水 ， 
作为 对 照 组 。 

注射 后 一 小 时 , 拉 断 颈椎 处 死 小 白鼠 。 小 心 取出 注射 部 位 的 肌肉 于 含 2.5% 戊 二 醛 的 
PBSHHÉ (pH7.4, 0.1MD) 中 国定 ， 再 用 1 %OsD, 固 定 二 小 时 。 经 用 乙醇 和 西 BBR 
脱水 后 用 Epon 812 包 埋 。 用 LKB-2088 型 超 薄 切 片 机 切片 ， 厚 度 500 一 700 å., ARAW 
捞 片 ， 醋 吏 山 和 柠 柑 柄 钠 染 色 。 用 日 本 产 日 立 H-300 型 电子 显微镜 进行 观察 , KV75。 


结 果 


注射 五 种 毒素 溶液 后 ， 实 验 组 的 全 部 小 白鼠 都 观察 到 注射 肢体 部 位 肿 腾 ， 肢 BL OR 
缩 不 张 ， 行 走 困难 。CT I -PhA。 和 CT 了 -PhA, 两 个 混合 组 份 导致 的 上 述 症状 都 较 三 个 
单一 组 份 组 更 为 严重 些 ， 佣 前 时 可 见 肿胀 的 肌肉 内 含有 较 多 的 水 肿 液 。 对 显 组 全 部 小 白 
RHE 0 

Si AUN RUSLAN, ZR BOF REG, 

VERA, MBE, Re. MEZA, T 
E. Ad. HARM, SRO, AURA, MK RHI, 
肌 楼 形态 正常 。 肌 质 膜 、 核 腊 和 线粒体 膜 结构 完整 。 肌 原 纤维 间 精 原 颗粒 散 在 。 (图 
1、2) 

以 上 结果 表明 ， 对 照 组 小 鼠 的 肯 骼 肌 结 构 完整 ， 形 态 正常 ， 注 射 生理 盐水 后 ， 未 见 
MMA OIE. | 

注射 五 个 毒素 组 份 的 小 鼠 的 骨骼 肌 ， 在 电镜 下 全 部 可 以 观察 到 十 分 明显 的 损伤 和 坏 
死 。 坏 死 程度 最 严重 的 切片 ， 仅 可 见 到 一 片 低 电子 密度 的 粥 状 样 散 在 性 坏死 块 ， 整 个 肌 
纤维 的 形 杰 和 结构 完全 消失 。 坏 死 程度 较 严重 的 还 可 见 到 受 损 山 原 纤维 的 片 BN R H 
Hk BRR 

我 们 着 重 观察 那些 损伤 程度 较 轻 的 骨骼 肌 切 片 。 在 这 些 肌肉 纤维 中 原 有 的 结构 大 体 
存在 ， 但 肌纤维 和 各 种 细胞 器 已 受到 损伤 和 破坏 。 在 电镜 下 我 们 见 到 的 骨 艇 肌 的 超 微 缚 
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LAMAR, BUR URL BRE TRU [DRE BERE HESS ADT a, A ORE, PAY 
模糊 不 清 ， 并 有 断裂 口 出 现 。 Hi, 5, 7. 8, 10, 12 

2. 肌 原 纤维 条 纹 结构 的 电子 密度 降低 ，M 线 消失 ，Z 线 模糊 或 消失 。 与 Z 线 相连 的 
I 带 呈 现 为 电子 密度 较 低 的 区 带 ， 肌 节 间 相互 脱 开 。 粗 细 股 交 松 散 变 形 ， 有 的 已 勾 溶 解 
断裂 ， 形 成 大 小 不 等 药 块 状 禾 。 (3. 6. 9. 1D 

3. 核 形态 异常 ， 质 因 缩 致密 。 异 染色 质 居 边 凝聚 ， 电 子 密 度 增 厌 。 局 部 核 质 将 解 ， 
出 现 空白 区 。 (7, 12, 14, 16) 

4 ,线粒体 肿胀 ， 基 上 质 消失 。 上 岩 稀 玖 ， 排 烈 潮 乱 ， 晨 碎片 散在 ， 可 见 有 空 泡 形成 。 
(H4, 8, 10, 12 

5, 肌 质 网 和 肌 小 管 系统 消失 。 (H3. 6. 9. 1D 

6. 出 现 散在 性 讲 泡 状 结 构 物 。 (Ho. 9. 10, 1D 

TTAB RIA. {图 9》 

大 量 切 片 的 电镜 观察 所 见 ， 五 个 毒素 组 份 对 小 白鼠 骨骼 贞 肌 纤维 的 膜 结 构 、 线 粒 
笨 、 核 、 肌 原 纤 维 、 肌 质 网 和 肌 小 管 系统 等 所 造成 的 损伤 和 坏死 ， 其 超 微 结构 改变 基本 
相同 ， 无 明显 的 差异 。 从 切片 中 看 到 的 大 量 严 重 和 较 严 重 的 坏 琵 以 及 注射 部 位 的 水 肿 程 
度 等 情况 来 看 ，CT I -PhA, 和 CT1-PhA, 两 个 混合 组 份 造成 的 损伤 和 坏死 ， 似乎 都 较 
三 个 单一 的 组 份 更 严重 些 。 


讨 论 


以 上 结果 天明， 不 论 是 毒素 的 单一 组 份 (CTI，CTI 或 PhA:) EERUN 
(CTI-PhA,MICTI-PhA,) ， 都 引起 骨骼 肌 的 坏死 或 损伤 。 我 们 认为 这 五 个 毒性 组 
份 造 成 的 肌纤维 坏死 ， 痢 是 从 玻 坏 细胞 腊 和 各 种 细胞 器 膜 开始 的 。 在 许多 切片 的 电镜 观 
察 中 ， 可 以 看 到 这 些 毒素 对 三 层 结 构 的 生物 膜 的 破坏 ， 具 有 相同 的 过 程 ， 先是 外 侧 膜 开 
始 出 现 不 规则 的 、 连 续 的 锯齿 形 波 敏 ， 进 而 电子 密度 降低 ， 外 侧 膜 变 得 模 燃 不 消 。 紧 接 
CAPRA, MAA RRO, PRA TA 
外 晨 膜 的 模糊 扩散 而 不 复 存 在 。 至 此 ， 单 位 跷 的 三 层 结构 完全 溶 为 一 条 低 电 子 密度 的 模 
精 线 条 ， 其 中 局 部 星 现 电 子 密 度 更 低 的 断裂 溶解 处 (图 4 、5 、7 、8 、10、12)。 考 素 
便 可 进入 膜 内 上 发挥 其 进一步 的 破坏 作用 ， 从 而 导致 细胞 的 死亡 和 肌肉 组 织 的 严重 坏死 。 

一 般 认 为 CT 是 依靠 其 分 子 结构 中 带 有 较 强 正 电荷 的 部 份 与 膜 上 明 离 子 部 分 相 结 
合 ， 而 使 CT 的 焉 水 性 N 端 插入 膜 层 ， 从 而 破坏 了 正常 的 膜 结构 。Tonsing (1983) 
用 5S 标 记 的 CT 观察 到 CT 与 鼠 心 肌 细 胞 膜 有 结合 作用 。Hiarver 等 〈1982) 用 CT 作用 于 
离 体 骨 吾 股 和 心肌 ， 也 证 明 CT 可 与 腊 结 合 。 我 们 在 电镜 观察 中 团 到 的 膜 在 CT 或 PhA; 的 
作用 下 呈现 的 锯齿 形 波 租 ， 我 们 认为 正 是 反映 了 毒素 对 膜 的 定位 或 结合 。 毒素 对 膜 的 结 
合 ， 导 致 了 膜 结构 的 改变 和 膜 电 菩 的 异常 分 布 ， 因 而 使 膜 的 张力 下 降 和 结构 屠 被 。 电 和 园 
观察 中 所 兄 的 腊 电 子 密 度 降 低 和 膜 模 痢 深 断 的 现象 ， 可 能 就 是 反 有 映 了 这 一 阶段 。 

Thelestam4g (1979) 在 研究 了 CT 对 人 纤维 细胞 作用 的 机 理 后 ， 指 出 了 CT 具有 蕉 坏 
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膜 结构 的 去 拆 剂 样 〈detergen-like) 的 作用 ， 并 提出 了 五 种 去 拆 剂 样 作用 的 机 理 的 候 
Ro AMPA ,无论 是 分 子 结构 或 生化 性 质 ， 都 与 CT 很 不 相同 ， 但 两 者 都 造成 骨骼 肌 肌 
纤维 的 损伤 和 坏死 ， 引起 的 超 微 结构 改变 基本 相同 。 PhA :水 解 膜 的 磷脂 层 直接 破坏 腊 
的 结构 ， 同 时 PhA ,水 解 磷脂 生成 的 溶血 孵 磷 脂 也 是 一 种 对 膜 有 损伤 的 强 去 Dn] CD 
F6. 1983) , CTAB PRERR ALSACE, BiThelestam (19797 的 观点 看 来 ， 
CT 和 PhA, 对 膜 的 超 微 结构 引起 的 改变 应 是 相似 的 。 

我 们 的 电 桂 观 罕 所 见 ， 在 五 个 毒素 组 份 作用 下 ， 肌 原 纤 维 条 纹 结构 被 破坏 ， 大 量 肌 
丝 断 裂 和 溶解 ， 形 成 粥 状 坏死 团 块 (图 3、6 、9) 。 由 于 CT 和 PhA，, 都 不 具有 蛋白 水 
解 醇 的 活性 ， 它 们 都 不 可 直接 水 解 组 成 粗细 肌 丝 的 肌 球 蛋白 和 肌 动 蛋白 。 我 们 认为 
CT 和 PhA, 虽 不 能 直接 次 解 肌 丝 ， 但 它们 可 以 破坏 细胞 内 一 些 含有 蛋白 水 解 酶 的 一 些微 
RHR, 而 使 蛋白 水 解 本 被 激活 和 妓 放 ， 或 者 是 由 于 肌肉 组 织 受 损 时 ， 激 发 机 体 肢 放 
出 蛋白 水 解 酶 。 我 们 还 在 电镜 观察 中 普遍 看 到 骨骼 肌 肌 节 的 I 带 较 易 形成 肌 丝 溶 断 的 佐 
电子 密度 区 (H3. 6. 9. 1D ， 这 是 否 由 于 组 成 1 带 的 甸 肌 丝 的 蛋白 质 容 易 被 蛋白 
KREIK BERTIE (EAMA) 的 密度 比 A 带 (粗细 肌 缘 共存 ) 的 密度 
小 ， 较 先 被 蛋白 水 解 酶 所 水 解 断 玖 。 以 上 种 种 ， 都 还 尚 待 进一步 研究 证 实 。 

为 比较 单一 组 份 (CT I, CTE 和 PhA，) 与 混合 组 份 (CT I--PhA, RCT I-PhA,) 
引起 肌肉 坏死 的 程度 ， 我 们 在 实验 设计 中 , 使 混合 组 份 两 组 的 CTI 、CT 了 和 PhA, 的 用 
量 分 别 为 30kg， 而 三 种 单一 组 份 的 用 量 各 为 60hg。 经 我 们 对 大 量 切 片 的 电镜 观察 ,我 们 
君 到 混合 组 份 所 造成 的 肯 储 肌 肌 纤维 及 细胞 器 的 损伤 和 坏死 ， 都 似乎 比 单一 组 份 的 作用 
严重 一 些 。 这 提示 CT 和 PhA, 对 肌纤维 的 损伤 可 能 有 一 定 的 协同 作用 。 

本 文通 过 电镜 观察 ， 直 接 证 实 了 PhA ,也 是 造成 骨 散 肌 坏 死 的 毒性 成 份 。 虽 其 致死 
毒性 不 大 ， 但 不 能 忽视 它 对 骨 峰 肌 等 组 织 和 血细胞 的 伤害 。 国 外 有 些 学 者 也 曾 强 调 指 出 
过 (Maeno, 1962; Sarkar & Devi, 1968; Philips, 1965; ) An EMR 
中 ， 估 们 对 CT 的 毒害 作用 已 有 所 重视 ， 而 对 PhA ,的 危害 往往 认识 不 足 。 鉴于 PHA. 的 
种 种 毒性 和 在 蛇毒 中 具有 较 高 的 含量 ， 我 们 认为 不 论 是 在 蛇 伤 的 临床 治疗 或 是 研究 治疗 
凡 伤 的 药物 时 ， 卷 应 该 充分 注意 到 如 何 消除 PhA ,的 毒害 作用 。 

(本 二 作 中 电 屏 标本 制作 及 电镜 观察 得 到 刘 德 胜 和 谢 庆 春 同志 的 帮助 ， 特 此 致谢 。》 
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ULTRASTRUCTURAL STUDY ON MYONECROSIS 
OF MICE SKELETAL MUSCLE INDUCED BY THE 
CARDIOTOXINS AND PHOSPHOLIPASE A, 
FROM NAJA NAJA ATRA VENOM 


He Qiwei Gong Chaoliang 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


Three simple components of Naja naja atra venom, cardiotoxin | (CT I ), 
cardiotoxin (CT J) and phospholipase A, (PhA,), and their two mixed com- 
ponents, CT [-PhA, and CTI-PhA, were injected into the anterior tibial 
muscle of hind leg of mice, The ultrastructural changes of myonecrosis were 
observed, All these five fractions caused explicit damage and necrobiosis, 
the skeletal muscle fibers, sarcoplasmic, nuclear and mitochondrion membranes 
were broken and dissolved, myofilaments dissolved and transformed into 
isolated necrotic pieces with various shapes, sarcrotubular system disappeared, 
mitochondrion swclled and vacuolated, sarcoplasmic reticulum dissolved, consi- 
derable members of bladder-iike structures appeared in myoneme, The integrity 
of myoneme became some less clectron-density masses containing a few cellular 
remnents enclosed by a vestige of the myoplasmic membrane, 

There were no considerable differences of ultrastructural changes induced 
by these component:, It seems that the necrotic effects of two mixed components 
were more severe than that at three simple components, 
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He Qiwei er ai: Ultrastructural Study on Myonecrosis of Mice 
Muscle Induced by the Cardiotoxins 
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Fig.1 A portion of the normal skeletal muscle fiber of mice (contrast). 


The Z 
line (Z), H band (H), mitochondrion (M) and nucleus (N) are present 


(arrows) X 7000 


Fig. 2 The normal sarcomeres (contrast). The Z line (Z) triad (T) and mito- 


chondrion (M) are present (arrows) X 30000 





Fig. 3 After the injection of CTI 


Myomere | band: myofilaments broke. dissolved- and vacuolated 
Myomere Z line 


Myomere Z line disappeared- Mitochondria swelled and then vacuolated. 
Sucoplasmic reticulum vacuolated (arrows) . x 10000 


Fig.4 After the injection of CTI 


Nucleus contracted and pyknotic with chromatin concentrated at the 
peripheral region. Nuclear 


memberane wrinkled 
(arrows) x 2000 


and gradually dissolved 





Fig.5 After the injection of CTHU 
Sarcoplasmic memberane wrinkled and gradually dissolved. Sarcoplasmic 
portion dissolved into vacuolated regions (arrows) X 20000 


Fig.6 A longitudinal section of a broken myofibrils after the injection of PhA:. 
Sarcomeres were disconnected, myofilaments dissolved, mitochondrion 
damaged (arrows) x 7000 











Fig.7 After the injection of PhA: 
Nucleus concentrated and chromatin concentrated at the peripheral region. 
Nuclear memberane dimmed and gradually dissolved (arrows) X 15000 
Fig.8 After the injection of PhA, 
Myofilaments dissolved. Mitochondria vacuolated. Sarcoplasmic memberane 
dimmed and disappeared (arrows) x 30000 





Fig. 9 


Fig.10 


Fig. 12 





After injection of CTIcPBhA 


Myofilaments dissolved. mitochondrion and sarcoplasmic reticulum 
vacuolated (arrows) x 20000 


After injection of CTI—PhA; 
Sarcoplasmic and nuclear memberane dimmed and dissolved. 


Sarcoplasm dissolved (arrows) x 5000 





After injection of CTIT-phA, 
Myofilaments dissolved, mitochondrion and Sarcoplasmic reticulum 


vacuolated and sarcotubule’ disappeared (arrows) x 15000 


After the injection of CTII-PhA2 
Morphology of nucleus became abnormality. Nuclear memberane 


disappeared. Mitochondrion vacuolated (arrows) x 10000 


